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Estudio de la seguridad de las vacunas 
muertas por la presencia de posibles 
contaminantes en los substratos de los 
cultivos 
Pasamos ahora a exam inar la tercera 
componente que está en la base de la ino-
cuidad y seguridad de las vacunas por lo 
que se refiere a contam inantes posiblemen· 
te presentes en los substratos de los cu Itivos 
adoptados para la finalización de la suspen· 
sión vlrica inactivada. 
Los medios de cu Itivo más comunes, co· 
mo es notorio, sen los huevos embrionados 
de gallina o' de pata Debido a que la beta· 
propiolactona es el agente qUlmico más uti· 
lizado para inactivación de los principa les 
virus aviares ya que el Ministerio de Sani· 
dad prohibe el emp leo de forma lina para la 
preparación de vacunas muertas, en nuestro 
laboratorio se ha estudiado la acción de di· 
cha betapropiolactona frent e a algunos oro 
ganismos bacterianos o vlricos, especia l· 
mente conocidos por su posibilidad de con· 
taminar los embriones de pollo y de pato. 
La acción de la betapropiolactona se ha es· 
tudiado particu larmente frente a la S. galli· 
narum, al Mycoplasma gallisepticum y a 
los virus de la leucosis linfoide y de la ret í· 
cu loendoteliosis. 
Este último agente contaminante fue es· 
tudiado en consideración a su posible pre· 
sencia en los huevos de pata, en los cuales 
suele cultivarse el virus del EDS. 
Por lo que se refiere a la S. gallinarum y 
al M. gallisepticum , se tomaron muestras de 
Ilqu ido alantoideo de huevos embrionados 
normales y se infestaron con cada uno de 
estos dos microorganismos, para lo que se 
partió de cu Itivos en ca Ido de 24-36 horas; 
la concentración f inal de cada uno de los 
dos agentes patógenos en el liquido alanto i-
deo fue de cerca de 107 UFC por m I. Las 
dos suspensiones de Ilqu ido a lantoideo con-
teniendo uno de los dos microorganismos 
mencionados se subdividieron en varios lo-
tes y se sometieron a inactivación con con-
centraciones esca lares de betaprop iolacto-
na. Para las pruebas de inactivación del vi-
rus de la leucosis se .operó con las cepas 
RAV 1 y RAV 2 recibidas del Dr. 8iggs, re-
presentando respectivamente al subgrupo 
A y al subgrupo 8 del virus de la leuGosis. 
Para el virus de la retlculoendoteliosi s se ac-
tuó con virus de la cepa F recibida del Dr. 
Purchase, del Laboratorio AVlcola Regional 
East Lansing, Michigan --EE.UU-. Para 
esta prueba los dos virus fueron cult ivados 
separadamente en tej idos de fibroblastos de 
embrión de pollo SPF. Tras ser recogidos 
los cultivos infectados conten iendo los dos 
virus, se sometieron a congelación y des-
congelación para favorecer la sa lida de par-
tlcu las v Iricas de las célu las para ser sucesi-
vamente inactivadas con betapropiolactona 
a distintas concentraciones. Para las prue-
bas de inactivación, las distintas suspensio-
nes conteniendo virus de la leucosis inacti -
vados por concentraciones esca lares de be-
tapropiolactona fueron inoculadas en culti-
vos primarios de fibroblastos de embr ión de 
pollo, los cuales se sometieron a subcultivos 
en serie, con intervalos de 3-4 d las por un 
espacio de 15 d las. Al final de cada pase, 
fue preparado un extracto celular sobre el 
que se efectuó la prueba CO FA L para po-
der poner de manifiesto el antlgeno de gru-
po especifico del virus de la leucosis linfoi-
de. 
Por lo que se refiere al control de la inac-
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ti vación del virus de la retlculoendoteliosis, 
los cultivos primarios de fibroblastos de 
embrión de pollo SPF fueron inoculados 
con suspensiones de este vi rus sometidos 
también a inactivación con concentraciones 
escalares de betapropiolactona. Una suspen-
sión celular infectada no inactivada fue ino-
cu lada simu Itáneamente como contro l. Des-
pués de 5-6 d las de incubación a 37° C., los 
cu Itivos ce lu lares, tanto los inocu lados con 
virus inactivados como con una suspensión 
celu lar control infectada no inactivada, fue-
ron va loradas con el método de los anti-
cuerpos f luorescentes. La presencia de virus 
de la reticuloendoteliosis se ponía de mani-
fiesto por la aparición de grupos de cé lulas 
con las caracteristicas de fluorescencia gra-
nular intracitoplasmática. 
De los datos del estud io se desprende 
que los virus de la eucosis linfoide y de 
la reticu loendoteliosis y el Mvcoplasma ga-
lIisepticum fueron muertos con betapropio-
lactona a la concentración de 0,025% 
(1 :4.000). Para la esterilización del liquido 
alantoideo infectado con S. gallinarum fue 
necesar ia una concentración dob le o sea 
0,05 por ciento (1 :2.000). 
Los resultados de esta investigación ofre-
cen un signif icado de importancia sobre las 
concentraciones de betapropiolactona y su 
capacidad de inactivar el virus de la leucosis 
linfoide, de la reticuloendoteliosis y cepas 
diversas de S. gallinarum y M. gallisepticum 
ante concentraciones variab les de beta pro-
piolactona utilizada en la práctica para 
inactivación de los virus más comúnmente 
uti I izados en la preparación de las vacunas 
muertas. 
La concentración de betaprop io lactona 
utilizada habitua 1m ente varia según el tipo 
de virus, desde un mlnimo del 1 por 1.000 
-que es la corrientemente empleada para la 
inactivación de los virus de Newcastle, de la 
bronquit is infecciosa y de la influenza-, 
hasta un máximo del 5 por 1.000, que es la 
usada para la inactivación del virus del EDS 
el de la artritis vlr ica y el de la enfermedad 
de Gumboro. Estos datos indican que las 
concentraciones de betapropiolactona util i-
zadas en la preparac ión de las vacunas 
muertas son por lo menos cuatro veces ma-
yores que las demostradas como capaces de 
matar al virus de la leucosis, reticuloendo-
teliosis y Micoplasma ga l lisept icum y por lo 
menos dos veces mayores que las capaces 
para la inactivación de la Salmonella galli-
narum. 
El empleo en la práctica de la betapro-
piolactona a las concentraciones anterior-
mente señaladas confiere por lo tanto segu-
ridad e inocuidad al uso de las vacunas 
muertas, no só lo porque es capaz de ejercer 
una segura actividad inactivante frente a los 
virus especificos vacunantes sino porque a 
las mismas concentraciones consigue ex-
c luir la supervivencia de cualquier contami-
nante presente en el embrión de po llo o de 
pato, que como se ha señalado se presentan 
actualmente en los substratos sobre los que 
se cu ltivan los principales virus usados para 
la elaboración de las vacunas muertas. 
Técnica de aplicación de las vacunas 
muertas 
Antes de entrar en las conclusiones del 
estudio, deseamos analizar brevemente 
unos aspectos de naturaleza puramente 
práctica, ligados al uso de vacunas muertas, 
como es su ap I icación. 
La inoculación aplicada incorrectamente 
puede ser la base de reacciones anorma les, 
las cuales se producen como consecuencia 
de la falta de respeto a las normas técnicas 
necesarias para su adecuada aplicación. Co-
mo es sabido, las vacunas muertas se suelen 
inocular por vla subcutánea en la reg ión del 
cuello, o por v la intramuscular en la pechu-
ga o en el muslo. La inyección subcutánea 
en el cuello representa ciertamente la vla de 
aplicación más rápida, pero sin embargo, re-
qu iere mayor cu idado y atención que las 
ap l icadas en los músculos de la pechuga o 
del muslo. 
La inyección en el cuello debe ser efec-
tuada únicamente por vla subcutánea, evi-
tando la inoculación de la vacuna en la piel 
-v la intradérm ica- o en los músculos del 
cuel lo. La inyección intradérm ica puede 
causar una fuerte inf lamación con notable 
hinchazón en el punto de aplicación, m ien-
tras que la inoculación de la emulsión en 
los múscu los del cue l lo podr ía causar gra-
ves procesos inflamatorios con necrosis de 
los tejidos y la consigu iente dif icu ltad o 
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imped imento del animal a mover la cabeza 
y alimentarse. 
La inyección de la vacuna por vía intra-
muscu lar en el pecho o en el muslo presen-
ta potencialmente menores riesgos y causa 
menos problemas, si bien la absorción en 
ta les circunstancias resulta más lenta. Esta 
vía de administración resulta todavía esca-
samente práctica en los pollitos, pues no 
tienen todavía un sufic iente desarro llo de 
sus masas muscu lares. La inoculación en la 
pechuga es preferible al muslo, pues siendo 
este último de dimensiones más reducidas 
se mantiene el riesgo de causar daños a las 
numerosas fascias, nervios y vasos que lo 
atraviesan. Para una correcta administra-
ción de la vacu na, deberá tenerse un espe-
cial cuidado con los instrumentos. El tama-
ño de la aguja estará de acuerdo con la zona 
de inyección, midiendo de media a una pul· 
gada de longitud y con un ca libre de 18 a 
20. Estas agujas estarán esterilizadas, lim-
pias y bien afiladas y deberían cambiarse 
cada 500 apl icaciones. 
Una última consideración sería la auto-
puntura, acontecimiento no inf recuente pa-
ra el personal que efectúa las vacunaciones. 
Estos productos producen serias reacciones 
locales con dolor presistente, especialmente 
cuando se incide en la punta del dedo. En 
estos casos el operador informará al médico 
sobre la naturaleza del producto vacunante, 
pues se producirían daños importantes que 
podrían llegar en el peor de los casos a la 
mutilación de la zona inyectada. 
Principales características y ventajas de las 
vacunas muertas sobre las vivas 
Las vacunas aviares muertas -bacterinas 
y virus muertos en particular- han tenido 
un gran desarrol lo en el último decenio y se 
usan ampl iamente en la práctica. Este tipo 
de vacunas ha sido motivo de numerosos 
estudios e investigaciones en Italia y otros 
países, contribuyendo fundamentalmente 
al desarrollo de la crianza industrial de aves 
a través del control de algunas de las enfer· 
medades vír icas más difundidas e importan-
tes, como son la peste aviar, la bronquitis 
infecciosa, el EDS'76, la enfermedad de 
Gumboro, la artritis vírica y la influenza 
aviar. Aunque entre las bacterianas no 'de-
ben olvidarse el cólera, la Pasteurella o 
Moraxella anapesti fer , las colibacilosis y el 
coriza o r inotraqueit is del pavo causada por 
el Alcaligenes faecalis denomin'ado tam-
bién Bordetella avium. 
Las razones de la particular atención de 
los investigadores hacia este tipo de pro-
ductos inmunizantes son múlt iples, pudien-
do resumirse de la siguiente forma: 
- Frente a las vacunas vivas, las muertas 
ofrecen la ventaja de estimular la inmuni -
dad directamente, por intervención del an-
tígeno preformado y contenido en la dosis 
de vacuna muerta,actuando de forma direc-
ta sobre las células del sistema inmunocom· 
petente. Para exp l icar el efecto inmunizan-
te de los virus o de los gérmenes contenidos 
en las vacu nas vivas se sabe que éstos deben 
penetrar en las cé lu las sensibles y vivas y 
multiplicarse en ellas hasta producir por 
cantidad y duración en el tiempo una carga 
antigénica suficiente para provocar la reac-
ción. del sistema inmunitario. Esta infección 
vacunal, clínicamente inaparente, provoca-
da espedf icamente só lo por las vacunas vi-
vas, produce una situac ión de stress que 
debilita a los animales más susceptibles, los 
cuales podrían padecer como consecuencia 
infecciones secundarias como las conocidas 
y descritas por el coli o los micoplasmas. 
-Otra ventaja de las vacunas muertas se 
debe a la ausencia de riesgos de introducir 
en la granja -como ocurre con las vacunas 
vivas- agentes extraños, los cuales pueden 
hacerse nuevamente virulentos o difundirse 
en animales receptivos. Esto último puede 
darse con ciertas vacunas, como las de la la-
ringotraqueitis, bronquitis infecciosa o en-
cefalomielitis. 
-Las vacunas muertas se administran in-
dividualmente a cada ave, por lo que su res-
puesta inmunitaria es uniforme, cosa que 
no sucede a veces con las vacunas Vivas, en 
las cua les la vacunación en masa aunque se 
realice con el mayor cuidado, difícilmente 
logrará tener niveles uniformes de respues-
ta inmunitaria y de protección. 
- La respuesta inmunitaria de tipo humo-
ral -producción de anticuerpos circulan· 
tes- que se obtiene con las vacunas muer-
tas, es normalmente más elevada que con 
las vacunas vivas, lo cual constituye una 
ventaja especial cuando se trata de vacunar. 
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a las madres, como sucede en la enferme-
dad de Gumboro, si se intenta transmitir a 
los descend ientes elevados niveles de anti-
cuerpos en la primera semana de vida. La 
producción de elevados niveles de anticuer-
pos permite reducir o incluso eliminar las 
revacunaciones, que se hacen necesarias pa-
ra las vacunas vivas, con objeto de que la in· 
munidad producida pueda alcanzar niveles 
significat ivos de protección. La alta capaci-
dad de producir anticuerpos circulantes no 
debe inducir a interpretaciones inexactas. 
El sistema inmunitario, como es sabido, 
reacciona a los est(mulos antigénicos, bien 
sea con producción de inmunidad humoral, 
inmunidad célula-mediata o inmunidad lo-
cal. Para la protección contra algunas infec-
ciones por microorganismos bacterianos o 
v(ricos la inmunidad célula -mediata puede 
resultar quizás más importante que la inmu-
nidad conferida por altos niveles de anti-
cuerpos humorales. Una vacunación -por 
ejemplo por vía ocular con vacuna viva ate-
nuada de la bronquitis infecciosa- induce 
una producción local de anticuerpos con 
superior eficacia a la producida por una va-
cunación con vacuna muerta. La protección 
local representa una caracter(stica espedfi-
ca de las vacu nas vivas, que como es bien 
sabido, revisten un papel fundamental, es-
pecialmente para la protección contra las 
enfermedades infecciosas que afectan a las 
v(as respiratorias altas y al tracto digestivo. 
-Otra importante ventaja de las vacunas 
muertas se debe a la posibilidad de asociar 
en un único preparado antigénico elemen-
tos contra varias enfermedades. Estas vacu-
nas polivalentes permiten luego simpli ficar 
los programas de vacunaciones, con notable 
ahorro de tiempo y mano de obra por re-
ducción del número de inyecciones a apli-
car. 
Sin embargo, al igual que ocurre con to-
dos los productos que produce la investiga-
ción, aunque poseen determinadas ventajas, 
también existen algunos inconvenientes, 
que pueden resumirse así; . 
-Los costes de producción de las vacu -
nas muertas son notablemente más altos 
que los de las vacunas vivas. El ant(geno o 
los antigenos contenidos en las vacunas 
muertas son de hecho incapaces de repro-
ducirse en las células o los tejidos sensibles 
del ave; por lo tanto, para que haya una res-
puesta inmunitaria adecuada la carga de an-
tigenos debe ser suficientemente alta para 
que produzca una importante tasa de anti-
cuerpos, superiores si cabe a las vacunas vi-
vas. Otros componentes que contribuyen a 
aumen'taf su costo son los adyuvantes oleo-
sos, los cuales encarecen el precio no sólo 
por su valor intrínseco sino porque las dosis 
tienen un volumen considerab le, con el 
consigu iente aumento de los gastos de pro· 
ducción, transporte y almacenamiento. Por 
último, también se halla el costo de la ma-
no de obra de aplicación en granja, cuya in-
cidencia a veces es aún mayor que el propio 
costo de la vacuna. 
Conclusiones y perspectivas 
Como conclusión de esta explicación 
sobre las vacunas muertas -cuyo objetivo 
principal ha sido ilustrar aspectos más im-
portantes de su tolerancia local e inocui-
dad- creo que es válido hacer una conside-
ración sobre las perspectivas futuras y el 
aspecto actual de las investigaciones. 
Los trabajos de búsqueda para mejorar el 
grado de tolerancia de las vacunas muertas 
se están desarrollando en dos direcciones 
distintas: la primera se refiere a la produc-
ción de antigenos siempre más sofisticados 
yen altisimo grado de pureza y la segunda 
a los adyuvantes. 
Por lo que se refiere a los primeros, sabe-
mos que los mejores antígenos son proteí-
nas, especialmente de alto peso mo lecular. 
Estas proteínas o parte de las mismas -lla-
madas polipéptidos- figuran entre los com-
ponentes más importantes de todos los mi-
croorganismos bacterianos o v(ricos. 
El sistema inmunitario, como es sabido, 
es capaz de reaccionar y responder a cada 
uno de estos antigenos; en la práctica, sólo 
algunos de entre ellos son considerados 
"antígenos críticos" o prote(nas con un pa-
pel fundamental e indispensable para la in-
munidad. Los estudios actuales tienden a 
descubrir e identificar estos "antígenos crí-
ticos" o protectores, representados posi-
blemente por una sóla prote(na o polipépti-
do Serán por lo tanto estos antigenos en 
un próximo futuro los que reemplazarán o 
substituirán a los organismos bacterianos o 
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v(ricos inclu (dos actualmente en las vacu-
nas muertas. 
La exclusión por lo tanto de toda sustan-
cia extraña al material antigénico, es decir, 
basándose en el uso de prote(nas inmunoes-
pedficas en alto grado de pureza, producirá 
en un futuro una mejor(a de la tolerancia 
local de las vacunas muerta s, tanto en forma 
simple como en vacunas poli valentes, exis-
tiendo una mayor capacidad reactiva . 
La otra dirección de los estudios en cur-
so en el campo de la seguridad e inocuidad 
de las vacunas muertas se refiere a la poten-
ciación de la respuesta inmunitaria por me-
dio de nuevas sustancias adyuvantes en 
substitución de los actuales acjyuvantes 
oleosos. Entre las numerosas sustancias es-
tudiadas, ron objeto de particular atención, 
algunos carboxi vinilpolímeros. El uso de 
estas sustancias se halla ampliamente difun-
d ida en el campo farmacéutico, tanto hu-
mano como veterinario, encontrándoseles 
amplias apl icaciones como agentes espesan-
tes, gelificantes, emulsionantes y como me-
dios de retrasar ·Ia cesión de los fármacos y 
por tanto, de controlar la absorción de los 
mismos. 
Por causa de estas ú Iti mas propiedades y 
muy especialmente sobre la tolerancia local 
y atox icidad de estas sustancias, se ha pro-
puesto la intervención de estas carboxivi-
ni lpolímeros en el campo de la elaboración 
de vacunas, como agentes adyuvantes para 
. potenciación de las respuestas inmunitarias. 
Algunos tipos de carboxivinilpolímeros se 
están ya uti li zando con éxito como sustan-
cias adyuvantes en la preparación de 
vacunas muertas para porcicultura . 
Ensayos de tolerancia y actividad adyu-
vante de algunos carbox ivin i Ipo I ímeros v ie-
nen siendo realizados en nuestro laborato-
rio, aplicándoseles antígenos v íricos aviares, 
En el transcurso de estas experiencias de la-
borator io con este nuevo tipo de adyuvan-
te, no se ha apreciado ninguna reacción 
anormal en el punto de inoculación, tanto 
en las vacu nas monova lentes como en las 
polivalentes. Ni siquiera repitiendo las va-
cunaciones en la misma zona a intervalos de 
3-4 semanas se han apreciado alteraciones -
locales anormales. 
Si estos primeros resultados tienen ulte-
rior confirmación en los estudios de campo 
ya en curso, no" dudamos que se abrirá un 
nuevo campo en lo referente a la inocuidad 
y seguridad en el uso de las vacunas muer-
tas, especia lmente si se considera el notable 
grado de tolerancia local y general revelada 
en todos los lotes de animales t ratados con 
estos nuevos adyuvantes siempre que se co-
rresponda con una sólida respuesta inmuni -
taria. 
Estos son sólo unos dat(')s anticipados, 
cuya validez podrá ser confirmada sólo al 
final del programa de experimentación en 
curso. Estas vacunas muertas parecen ofre-
cer en último término nuevas perspect ivas 
de notable interés científico y práctico en 
el campo de la producción y aplicac ión en 
avicultura. 
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